




































平成17年度 3,000 0 3,000
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図2StructureofDA"℃/exonandprotein.
DM℃Iタンパク質は図2bに示したように、96番目のアミノ酸を境に27番～
96番目をドメインIとし、97～319番目までをドメインⅡとその構造から分類
されている。ドメインIは本来DMαを特徴付けている領域で減数分裂時に
Ra姫Iと共同に作用する領域と考えられている。また、ドメインⅡは減数分裂開
始時に必要なDNAの結合領域と考えられている｡その領域にあるモチーフAと
BはArPに関与するモチーフであることから､ATP要求性のDNA結合領域であ
るとされている。
これらのモチーフA,Bはそれぞれ1本鎖および2本鎖のDNA結合や切断に関
与している｡DM℃IおよびRa麺Iタンパク質は第1次減数分裂開始時に生じる2
本鎖DNAの切断、DSBに関与し、DNAの修復にも関与している。これらの一
連の遺伝子は減数分裂初期に起こる相同染色体のペアリングに深く関与すると
考えられている。ヒトDM℃Iは様々なスプライシングバリアントが報告されて
いることから、それに対応するイソフォームタンパクが精子形成に関与してい
る。
b)ヒトDM℃jのスプライシングバリアントの検証
ヒトDM℃Iは、Habuらが発表した2種の転写物と3種の転写物(DMCIα，
DM℃必,DA4CIc)が報告されている。
まず、前者は、ヒト精巣cDNAからマウスcDNAをプローブにして2種の転
写産物を見出した。全長アミノ酸残基をもつDM℃I(図2a)と選択的スプライ
シングを受けたエクソン8と9がスキップしたDMCI-D(図2b)である【10】。
D"℃Iは340アミノ酸残基を持ち、エクソン2から14まで全長をもつ転写物
で、DM℃l-Dは選択的スプライシングされた産物であり、アミノ酸残基142番
目から192番目が欠失した268アミノ酸残基をもつ転写物である｡また､DM℃/-D
転写産物はエクソン7から10に翻訳されることによって接続部コドンの読み枠
がずれ、セリンからグリシンに変化する。
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図2StructureofDMaandDMCI-D.aD〃α(NormalcDNA)bDMCI-D
一方、後者は、全長とその他に2つの転写産物が報告されている。エクソン
スキップのない全長DMCIはDMC－aと分類され、HabuらのDMcJと全く同一
の塩基配列およびアミノ酸配列である。14のエクソンと340アミノ酸、37.6KDa
のタンパク質が産生される（図3a)。
DMC=6は図3aのイントロン9の5'スプライス部位(GT)が選択的スプライシン
グを受けず、そのままFig.4bのよう選択的スプライシングを受け、エクソン8'
を形成し、エクソン9，までの転写物を産生する。これは全く全長DNAとは違っ
たタンパクを産生することになり、1597塩基、9エクソンで165アミノ酸、
18.OKDaのタンパク質が産生される（図3b)。この転写物は卵巣に発現すると考
えられている。DM℃IcはmRNA264塩基、2エクソンから構成され、38アミノ
酸からなる（図3c)。この転写物はcDNAも確定し、それに対応するゲノム塩基
配列も確定されているが、その詳細については不明である。
従って、現在文献上4種類のD"CI転写物とスプライシングバリアントが存
在する。本研究では、まず報告されているスプライシングバリアントが発現し
ているかを確認した。
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結果
ポジティブコントロールとしてヒト精巣cDNAライブラリを用いて、エクソ
ンIからエクソン14上にあるプライマーでⅢ-PCRを施行した。
図4のように3つの転写産物を認めた。サイズの大きいほうから①②③とし
た｡①は1220bpであり、Dﾊｨ℃I全長の予想されたサイズであった｡③は1055bp
であり、exon8,9が選択的スプライシングを受けた予想サイズであった。②は①
と③の間にあり、exon8あるいはexon9の欠失した新規の選択的スプライシング
産物と考えられた。
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図4RT-PCRproductsofDMClderivedfifomhumancDNAlibrary.
図4のそれぞれのバンドが選択的スプライシング産物であることを証明する
ために図4をナイロンメンブレンに転写し、サザンブロット法によって各エク
ソンの有無を確認した。図5は、図4の産物のサザンブロットである。
エクソン7~13をプローブに用いると、②のバンドはすべてのエクソンプロー
ブと反応し、非特異的バンドと判定した。
①および③のバンドは予想通り、前者が全長cDNAであり、後者がエクソン
8,9の選択的スプライシングを受けた産物であることを証明した。
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であり、妊孕性も証明されていない。しかし、本研究で用いた正常精巣組織を
認めた例においても同様の結果を得たことにより、図6の②のバンドはPCRの
非特異的増幅産物とした。
DMCIのドメインⅡはDNA結合領域であると考えられ、さらにモチーフA,B
の中間～近接部の欠失によってDMCI-DタンパクはDNA結合親和性やATPase
活性の低下が考えられる。次章において、DMCIスプライシングバリアントに
ついて臨床材料を用いて検証する。
d)臨床検体におけるDM℃/遺伝子バリアントと臨床所見
精巣における精細胞の分化は精細管基底膜に接する精祖細胞（精原細胞）に
始まり、減数分裂を開始する。減数分裂で2回の分裂が起こり、二次精母細胞
となって、その後一倍体の精細胞が完成して成熟した精子へと分化する。
減数分裂の第一分裂前期には、染色体の形態変化によってレプトテン期（細
糸期)、ザイゴテン期（合糸期)、パキテン期（太糸期)、ディプロテン期（後糸
期)、ディアキネレス期（移動期）の5段階に分類することができる。
染色体対合の開始はザイゴテン期である。このとき二価染色体の2組の姉妹
染色分体の間でシナプトネマ構造と呼ばれる構造形成が始まる。パキテン期は
対合の完了とともに始まる。次にディプロテン期になると、対合の解離が始ま
り、キアズマが見えるようになる。シナプトネマ構造とはパキテン期直前に生
じ、直後に消失する。これは2本の相同染色体が密着して並んで、染色体の交
差のため必須であると考えられている。
DA"℃IはRαお／と同様、減数分裂初期に精細胞特異的と考えられ、また、ヒ
トDMcjはレプトテン期からザイゴテン期に特異的に発現すると考えられてい
るD〃℃Iと遺伝子構造とヒト精巣では選択的スプライシングによる二つの転写
物が存在することを明らかにした。
DA"Clのスプライシングバリアントの機能についてはまだ不明であるが、減
数分裂期の精細胞系に何らかの重要な作用をしていることは及ぼしていること
は十分に推測できる。
本研究では、男性不妊症患者の精巣組織を用いてその病理組織型とDM℃Iの
スプライシングバリアントの関係について考察するとともに、DM℃Iノックア
ウトマウスにおいて精巣の著しい萎縮を認めたことにより、各発現のパターン
に準じて、患者の精巣サイズについて検討した。
精巣組織型とDMcI遺伝子の発現
精巣生検組織像の明らかな117例をRT-PCR法によって検討した。DMα遣
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前項において、精巣組織を認めた(JS7以下）の症例でDMCIの発現群と発
現していなかった群との精巣サイズを比較した。この両者間に差はなかった。
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図10Comparisonoftestis-volume.、
l ExpressiongroupofDMC1.
2NonexpressiongroupofDMCl.
DA化I転写産物パターンの解析
発現の検討にはDA1cI(0630C)を使用している。このプライマー はCDS全
体をカバーし､エクソン1からエクソン14までを増幅することによって1220bp
の転写産物を得る。
転写産物発現のパターンとして、3種類を確認することができた。
a)1220bpの転写産物のほかに約1100bpと1055bpの転写産物を認め､計3
つの転写産物が認められる。
約1100bpの転写産物は第3章で述べたように選択的スプライシング産物
ではないと考えられる。従って、1220bpと1055bpについて分析した。
b)1220bpの転写産物のみが認められる。
c)1055bpの転写産物のみが認められる。
表2は①の両者同時に発現するものをaとし、②のパターンをb、③のパター
ンをcとした。前章の結果から、正常ヒトcDNAライブラリを用いたRT-PCR
において、転写産物両者を持つaパターンである。
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表2ExpressionofDMCIgenesaccordingtohistologicalpattern.
A
nocell
a 5
b 1
C 0
total 6
B
nocell
a 7.9％(5/63）
b 17%(1/6)
C -(0/26）
SCO
17
句
。
22
42
SCO
27%(17/63)
50％(3/6）
85％(22/26）
MA
句
。
2
1
6
MA
4.8％(3/63）
33％(2/6）
3.8%(1/26)
spermcyte
6
0
0
6
spermcyteジ
9.5％(6/63）
-(0/6）
-(0/26）
nonnal
32
0
句
。
35
normal
51%(32/63)
-(0/6）
11.5%(3/26)
total
63
6
26
117
total
63
6
26
ll7例のDM℃jの発現様式はa、b、c様式がそれぞれ63，6，26例であった。
選択的スプライシングを受けていないb)様式は、半数体に分化した「精子細
胞分化｣、「正常」には全く発現していなかったが、「精細管無細胞」17%(1/6)、
「SCO｣50%(3/6)、「MA｣33%(2/6)の発現を認めた。
選択的スプライシングを受けているc)様式は、26例存在していた。「精細管
内無細胞」群には発現がなく、「SCO｣85%(22/26)、「MA」は3.8%(1/26)、「正
常」群にもll.5%(3/26)と発現していた。
a)様式の発現を認めるものは、正常精巣組織型において51%(32/63)を認め、
「SCO」で27%(17/63)、「精細管内無細胞」でも7.9%(5/63)を認めた。
2種の転写産物を認めたものは､正常組織を中心として全組織型に認められた。
DM℃/はマウス組織においてinsituhybndazationにてレプトテン期からザイゴ
テン期に特異的に発現するとされている【10】・
本研究においてはRT-PCRによって検証しており､わずかな発現も検知する
ため、他の精巣の体細胞系組織細胞、例えばセルトリ細胞や精細管基底膜あ
るいは間質系の細胞成分で発現している可能性が考えられる。
一方、組織系からスプライシングバリアントの関係を考察すると、「精細管内
無細胞」は83％（5/6）がa)様式、17%(1/6)がb)様式、c)様式は存在しなかっ
た。「SCO」では、40%(17/42)がa)様式、7%(3/42)がb)様式、53%(22/42)が
c)様式であった。「MA」では、50%(3/6)がa)様式、17%(1/6)がb)様式、33%
(2/6）がc)様式であった。「精子細胞分化」は100%(6/6)a)様式であった。「正
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総括
無精子症患者117例のcDNAを用い、RT-PCR法によるDMCJ遺伝子のスプ
ライシングバリアントの解析を行った。主に、文献的に発表されている様々な
バリアントについて男性不妊患者の組織学的表現型を中心に分析｡考察を行っ
た。
CDS全体をカバーし、エクソン1~14までを増幅させるプライマーを用いて
RT-PCRを行った結果、正常コントロールを含む特発性男性不妊症患者には
DM℃／とDMcI-Dの同時発現、あるいはそれぞれ単独発現という3つの転
写物が存在することが明らかとなった。
正常コントロール､および本研究で用いた正常精巣組織を認めた例において
も総括1で使用したプライマーを用いてRT-PCRを行った結果、三本のバン
ドが確認された。しかし、真ん中のバンドはサザンブロット法による検討を
行った結果、PCRの非特異的増幅産物であることがわかった。
（第4章の考察から）
DM℃Iノックアウトマウスにおいて精巣の著しい萎縮が認められているが、
DM℃I発現群とDM℃/非発現群における精巣サイズの比較では、有意な差
は認められなかった。
1．
2。
?
?
?。??
(本研究は本間由紀子、高栄哲が主に行った）
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